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Resumo

A espécie Psidium cattleianum é considerada uma das maiores ameagas a0 ecossistema e a
biodiversidade nas ilhas do Havai. Buscando controlar sua disseminacdo, adotaram-se técnicas de
controle bioldgico. Dentre as vérias espécies estudadas como agente de controle, Tectococcus ovatus
(Heteroptera: Eriococcidae) apresentou o maior nivel de especificidade. Este trabalho teve como
objetivo verificar a existéncia de variabilidade genética entre e dentro das diferentes populagdes de
Tectococcus ovatus amostradas, utilizando a técnica de PCR-RAPD. As anéalises foram realizadas a
partir de fémeas coletadas nos estados do Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
Dos oito iniciadores de PCR-RAPD testados, quatro foram utilizados nas analises, revelando marcadores
monomorficos e polimérficos com uma freqliéncia varidvel, tanto para os individuos de uma mesma
localidade quanto para os individuos de localidades diferentes. Através da andlise de agrupamento de
caracterizagao molecular, foi possivel verificar a formacéao de dois grupos distintos, A e B, apresentando
uma variabilidade genética de 44%. Os resultados obtidos através da analise dos marcadores RAPD
foram Uteis na verificagdo de variagdo e forneceram informagdes sobre os niveis de variabilidade e
similaridade entre e dentro das diferentes populacfes de Tectococcus ovatus.

Palavras-chave: Controle biolégico; variabilidade genética; PCR-RAPD.

Abstract

Survey of dispersal and genetic variability of Tectococcus ovatus (Heteroptera: Eriococcidae) in the
regions of natural occurence of Psidium cattleianum (Myrtaceae). The species Psidium cattleianum is
considered one of the greatest threats to the ecosystem and biodiversity of the islands from Hawaii.
Seeking to control its dissemination, techniques of biological control were used. Among the various
species studied, as a biological control agent, Tectococcus ovatus showed a higher level of specificity.
This work had as its aim to verify the existence of genetic variability among and inside different
populations of Tectococcus ovatus sampled, using the technique of PCR-RAPD. The analyses were
made from females collected in the states of Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina and Rio Grande do
Sul. From the eight initiators of PCR-RAPD tested, four were used in the analyses, revealing
monomorphic and polimorphic markers with a variable frequency, to the individuals of one place as well
as to the individuals of different places. Through the analysis of the grouping of molecular
characterization it was possible to verify a formation of two distinctive groups A and B, presenting a
genetic variability of 44%. The results obtained through the analysis of RAPD markers were useful to
variation verification and provided safe information about the levels of variability and similarity amongst
and inside the different populations of Tectococcus ovatus.

Keywords: Biological control; genetic variability; PCR-RAPD.

INTRODUCAO

A invasdo por espécies exoticas vem sendo considerada um grande problema mundial, pois, em
alguns casos, coloca em risco o equilibrio dos ecossistemas, podendo inclusive causar perdas irreversiveis
a biodiversidade.

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 43, n. 2, p. 289 - 300, abr. / jun. 2013.

Ranuci, L. E. C. etal. 289



Uma espécie passa a ser considerada exdtica invasora quando introduzida em um novo ambiente e
encontra condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento. Fatores climatolégicos e pedoldgicos acrescidos da
auséncia de inimigos naturais dardo a essa espécie uma grande vantagem competitiva em relagdo as espécies
nativas, tendendo a se tornar dominante em seu novo habitat. O resultado dessa nova situacdo pode ser um
ecossistema em desequilibro, com consequéncias provavelmente desastrosas para a regido infestada.

O aragazeiro, Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae) é considerado atualmente, uma das
maiores ameacas ao ecossistema natural e a biodiversidade nas ilhas do Havai. Ao longo dos anos, passou
a se comportar como invasora nesses ecossistemas, causando severos distlrbios ambientais. Possui varias
caracteristicas de invasora, mas aparentemente a reproducao vegetativa da raiz de forma clonal é o maior
responsavel pelo seu sucesso, dominando florestas naturais no arquipélago do Havai (TUNISON, 1991).

Essa espécie é nativa da Floresta Atlantica, ocorrendo primariamente ao longo da Costa Atlantica na
porcéo leste da América do Sul, estendendo-se do Espirito Santo até o Uruguai (LEGRAND; KLEIN, 1977).

Na tentativa de controlar sua disseminagdo, o governo do Havai buscou algumas alternativas,
passando do controle quimico aos tratos culturais, ndo obtendo resultados razoaveis em fungdo da facil
adaptacdo da espécie, sua grande area de abrangéncia e capacidade de recuperacdo. Baseado no éxito de
experiéncias na area de controle biol6gico de plantas invasoras realizadas por alguns paises, concluiu-se
gue esta seria a técnica mais eficaz e com menor risco a flora nativa.

Para Vitorino et al. (2000), o controle biolégico de plantas é uma alternativa mais duradoura que
outros métodos e preenche varios requisitos, principalmente ambientais e econémicos.

Entre os insetos estudados no decorrer de varios anos, Tectococcus ovatus Hempel (Heteroptera:
Eriococcidae) foi considerado o mais recomendado como potencial agente de controle biol6gico contra o
aracazeiro, devido a seu elevado nivel de especificidade, o que resulta em grande impacto na planta
hospedeira (SMITH et al., 2002; VITORINO, 1995).

Buscando associar controle bioldgico e biologia molecular, o presente trabalho consiste na
utilizagdo de marcadores moleculares com capacidade de detectar variabilidade genética, tendo como
objetivo encontrar caracteristicas especificas no DNA gendmico entre e dentro das diferentes populagdes
de T. ovatus, que demonstrem uma maior capacidade em causar danos ou uma maior adaptabilidade dele
a determinada procedéncia de Psidium cattleianum, promovendo assim um controle biol6gico mais
eficiente, baixando consideravelmente a populagéo da planta.

No caso de T. ovatus, a identificacdo € necessaria para verificar se existe uma adaptacdo ou
dependéncia a procedéncias especificas de P. cattleianum ou se esse agente ataca de forma aleatoria,
desconsiderando a procedéncia da planta.

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular para caracterizagdo genética de populacbes de
espécies invasoras e agentes de controle biolégico proporciona oportunidades mais precisas para
encontrar um “correspondente biotipo” e para conhecer o historico da introducdo de espécies invasoras
(WILLIANS et al., 2005).

O estudo de variabilidade genética nas populagdes de T. ovatus foi realizado utilizando a técnica
de RAPD (DNA polimorfico amplificado ao acaso). Essa técnica tem permitido estudos de
polimorfismos, demonstrando ser uma ferramenta eficiente para responder questdes relacionadas a
distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre populagdes de insetos.

MATERIAS E METODOS

Areas de coleta

As coletas das fémeas de Tectococcus ovatus associadas a Psidium cattleianum concentraram-se
em municipios dos estados do Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, no periodo de
abril de 2006 a julho de 2008.

No Parand, as fémeas foram extraidas exclusivamente de folhas de Psidium ovale (Spreng)
(Myrtaceae) coletadas e utilizadas nos ensaios a fim de se buscar mais informagdes dessa associacdo e
verificar a existéncia de um padrédo genético diferente do encontrado nas fémeas, que estdo associadas ao
aracazeiro — Psidium cattleianum.

No Rio de Janeiro, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, as coletas de P. cattleianum foram
realizadas em municipios litoraneos, onde a vegetacao € caracterizada como Floresta Ombrofila Densa de
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Terras Baixas (Restinga), tipicas da Mata Atlantica, situada a uma altitude de 0,8-20 metros em relagéo ao
nivel do mar (NASCIMENTO; SILVA, 2004; SILVA; COSTA, 2009).

Amostragem

Noventa e trés fémeas de Tectococcus ovatus foram utilizadas nos ensaios em laboratdrio, sendo
que, desse numero, setenta e trés foram extraidas de folhas de Psidium cattleianum e vinte extraidas de
folhas de Psidium ovale (Tabela 1).

Tabelal. Locais de coleta e quantidade de amostras de galhas de Tectococcus ovatus Hempel
(Heteroptera: Eriococcidae), agente galhador de Psidium cattleianum Sabine e Psidium ovale
(Spreng) (Myrtaceae), no periodo de abril de 2006 a julho de 2008.

Table 1. Collection sites and quantities of galls samples of Tectococcus ovatus Hempel (Heteroptera:
Eriococcidae), gall maker of Psidium cattleianum Sabine and Psidium ovale (Spreng)
(Myrtaceae) between april 2006 and july 2008.

. Planta Individuos
Data Estado Municipio hospedeira  Coleta  Codigo _ Analisados
04.04.06 SC Sombrio P.c. 33 A8 9
04.04.06 SC Sombrio P.c. 35 A9 9
05.04.06 sC Sombrio P.c. 36 A10 9
07.04.06 RS Tramandai P.c. 52 All 9
07.04.06 RS Tramandai P.c. 41 Al2 9
08.04.06 RS Tramandai P.c. 4 Al3 4
04.12.06 PR Pirequara- Menanciais da P.o. 16 Al5 10
04.12.06 PR Piraquara -SI;/Ir?:anuals da Po. 12 AL6 5
04.12.06 PR Piraquara -SI;Ar?:anC|als da Po. 8 AL7 5
20.01.07 SC Baln. Camboril - Estaleiro P.c. 20 Al4 9
10.03.07 RJ Quissama P.c. 3 Al8 3
11.03.07 RJ Campos dos Goytacazes - P.c. 4 Al9 2
Farol de S. Tomé
15.07.08 RJ Campos dos Goytacazes - P.C. 77 A20 10

Farol de S. Tomé

Total de individuos coletados e analisados 341 93

P.c.: Psidium cattleianum Sabine; P.o.: Psidium ovale (Spreng) (Myrtaceae)

PCR-RAPD

As andlises foram realizadas objetivando encontrar variabilidade genética entre e dentro das
populacgBes de Tectococcus ovatus, utilizando para isso fémeas extraidas de galhas das espécies Psidium
cattleianum e Psidium ovale.

Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo protocolo de Cheung et al. (1993), com modificagdes.

As fémeas adultas de Tectococcus ovatus foram maceradas individualmente em tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml em 160 ul de solugéo tampdo de extragdo (200 ul Tris-HCI pH 8.0, 140 ul EDTA,
400 pl NaCl e 260 ul agua) e 20 ul de SDS (dodecil sulfato de sddio). A solugdo foi homogeneizada e
incubada por 1 hora a 60 °C. Ao final desse procedimento, foram acrescidos 30 pl de cloroférmio a solugéo,
centrifugada por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e transferido para novos tubos,
adicionando-se 100 ul de acetato de amdnia e 450 ul de etanol 96%. Apds 15 minutos de centrifugacédo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pl de etanol 70%.

As amostras foram centrifugadas novamente por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Essas
amostras foram secas em estufa a 50 °C. Apos estarem completamente secas, as amostras de DNA foram
ressuspendidas em 20 pl de agua ultrapurificada estéril.
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A concentragéo e a pureza do DNA de cada uma das amostras foram determinadas através da
leitura de absorbancia em 260 nm em 280 nm referente a quantificagdo de proteinas, em
espectrofotdmetro.

Reacdo de amplificacéo

As reacOes de amplificacdo PCR-RAPD foram conduzidas em um volume final de 15 pl,
contendo 1,5 pl de solugdo tampédo, 0,6 ul de MgCl,, 0,6 ul de dNTP, 0,1 ul de Tag DNA polimerase,
2,0 ul de cada um dos iniciadores, 1,0 ul de DNA gendmico e &gua ultrapurificada estéril.

As amplificacBes foram realizadas em termociclador Thermocycler (Eppendorf), programado
para um 1 ciclo, para desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, 37 ciclos para anelamento a 94 °C por
45 segundos, 37 °C por 1 minuto e 30 segundos, 72 °C por 2 minutos e 30 segundos e, para finalizar,
1 ciclo para polimerizacdo a 72 °C por 3 minutos. Para verificar a presenca de possiveis contaminantes,
controles negativos foram incluidos.

Dos oito iniciadores de sequéncia curta (OPL, OPM, OPB-6, OPB-15, OPA-4, 23L, OPB-17,
P1254) testados para conduzir as rea¢cbes PCR-RAPD de Tectococcus ovatus em Psidium cattleianum e P.
ovale, apenas quatro (OPB-15, 23L, OPB-6 e OPM) foram utilizados nos ensaios, por apresentarem um
padrdo nitido de bandas e presenca de bandas polimérficas. Os iniciadores foram descritos por LIN et al.
(1996).

Os produtos das amplificagdes do DNA foram fracionados em gel de agarose 1,5% em 180 ml de
tampdo TBE 1X (Tris 40 mM, &cido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM), a 5V/cm durante 3 horas, e corados
com solugdo de brometo de etidio (0,5-1pug/ml) por 20-30 minutos. O tamanho dos fragmentos foi
determinado comparando-se a distancia migrada por eles com as bandas geradas por um marcador padrédo
de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Invitrogen). A visualizagdo dos fragmentos foi realizada sob luz
ultravioleta em transluminador UVP Basic Imaging Systems.

Anélise dos resultados

Os fragmentos de RAPD amplificados e separados por eletroforese em gel foram analisados de
acordo com a presenca (1) ou auséncia (0) de cada banda em cada individuo, formando uma matriz de
dados binérios.

A matriz de similaridade foi construida utilizando-se o coeficiente de JACCARD (1908),

Sy=al@a+b+ C), em que: a = nimero de bandas presentes em x e y; b = nimero de bandas presentes

em X, mas ausentes em y; ¢ = nimero de bandas presentes em y, mas ausentes em X.

Apobs a estimativa da similaridade genética entre os individuos, foi gerado um dendrograma
utilizando-se o algoritmo UPGMA (agrupamento por médias ndo ponderadas) (WEIR, 1990). A matriz de
similaridade e o dendrograma foram calculados utilizando-se o programa NTSYS-PC (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.0 (ROHLF, 1992).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise de variabilidade genética entre as amostras das diferentes populagdes de Tectococcus
ovatus foi conduzida pela técnica de PCR-RAPD, revelando um grande nimero de marcadores
monomorficos e polimdrficos com uma frequéncia variavel, tanto para os individuos de uma mesma
localidade quanto para os individuos de localidades diferentes.

Os resultados obtidos neste trabalho, por meio da anélise dos marcadores RAPD, foram Uteis na
verificagdo de variacéo e forneceram informagdes seguras sobre os niveis de variabilidade e similaridade
entre e dentro das diferentes populacfes de T. ovatus.

Os marcadores de frequéncia varidvel apresentados revelaram um baixo nivel de polimorfismo
dentro e entre as diferentes populagdes. O polimorfismo apresentado em T. ovatus foi considerado
insuficiente para se afirmar que existe um padrdo genético diferenciado entre as diferentes populagoes. O
alto nivel de similaridade demonstra que os insetos coletados nas diferentes regides do Brasil podem ser
utilizados para o controle biologico de qualquer procedéncia de Psidium cattleianum introduzida no
Havai, ndo sendo necessario associar a origem do inseto com a origem da planta.
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Dos oito iniciadores testados para conduzir as rea¢fes de amplificacdo, apenas OPB-15, 23L,
OPB-6 e OPM foram utilizados nas analises, por apresentarem um alto padrédo de intensidade de bandas,
reprodutibilidade e maior nimero de bandas polimérficas. O nimero de fragmentos amplificados foi
diferente para cada iniciador e para cada localidade analisada, e estdo representados nas figuras de 1 a 4.
Esses iniciadores geraram 26 marcadores, sendo que, destes, 25 apresentaram polimorfismo (96%) com
fragmentos de peso molecular variando de 280 pb a 2.114 pb.

Foi possivel observar uma frequéncia varidvel de polimorfismo (50%) nos quatro iniciadores
utilizados nas analises de amplificacdo de Tectococcus ovatus. O iniciador OPB-6 apresentou marcadores
com 45% de polimorfismo, enquanto o iniciador 23L apresentou um polimorfismo de 56%. Ja os
iniciadores OPB-15 e OPM apresentaram marcadores com uma frequéncia aproximada de 50%.

Dois marcadores do iniciador 23L com pesos moleculares de 306 pb e 445 pb foram constantes
em todos os individuos analisados, podendo entdo ser classificados como marcadores moleculares
espécie-especificos. Ja os outros marcadores tiveram uma participacdo varidvel nas amplificagdes.

As amplificacbes dos marcadores de pesos moleculares 643 pb (23L), 679 pb (23L), 858 pb
(23L), 900 pb (OPB-15) e 1000-2 pb (OPB-6) apresentaram um polimorfismo acima de 80%.

E possivel verificar polimorfismo de baixa intensidade representado pela amplificagdo de um tnico
marcador (1500-3 pb) do iniciador OPB-6 exclusivo ao individuo (A20-72), proveniente do Rio de Janeiro.

O marcador de peso molecular 1000-2 pb (OPB-6) amplificou para praticamente todos os
individuos analisados, exceto para os individuos A20-7, A20-33, A20-72, do Rio de Janeiro, e para o
individuo A10-5, de Santa Catarina.

O marcador de peso molecular 858 pb (23L) também teve uma alta porcentagem de amplificacdo
dos individuos, com excecdo dos individuos A8-2, A10-10 de Santa Catarina, A12-5 do Rio Grande do
Sul e do individuo A16-5 do Parana.

Os marcadores de pesos moleculares 1070 pb, 1214 pb e 1286 pb do iniciador 23L mostraram-se
exclusivos para caracterizagao especifica de todos os individuos do Rio de Janeiro.

Na analise de agrupamento dos individuos (Tabela 2), é possivel observar a formagdo de dois
grupos distintos, A e B, com uma variabilidade genética de 44% (= 56% similaridade). O grupo A é
formado exclusivamente por individuos provenientes do Rio de Janeiro, apresentando uma variabilidade
de 25% entre eles (= 75% similaridade).

O grupo B é formado pelos individuos das diferentes localidades do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, apresentando uma variabilidade genética de 32% (= 68% similaridade), e pode ser
subdividido em dois subgrupos, B1 e B2.

O subgrupo Bl é formado apenas por um individuo de Santa Catarina (amostra A10-5),
apresentando uma variabilidade genética de 32% em rela¢do aos demais.

O subgrupo B2 ¢ formado por todos os demais individuos, apresentando uma variabilidade
genética de 31% (= 69% similaridade), podendo ainda ser subdividido em B2.1 e B2.2.

O B2.1 é formado por trés individuos de uma mesma localidade no Parana (A15-3, A15-5, A15-
6), um individuo do Rio Grande do Sul (A13-3) e oito individuos de diferentes localidades de Santa
Catarina (A8-2, A9-8, A10-6, A10-7, Al14-2, A14-7, A14-8, Al4-9).

Os individuos de Santa Catarina apresentaram uma baixa variabilidade genética (11%), sendo,
ainda, que os individuos A14-2 e A14-8 apresentaram-se idénticos.

Foi possivel observar que os individuos de Santa Catarina isolaram-se dos demais no subgrupo
B2.1, com excecdo dos individuos Al4-1 e A14-6, que ficaram no B2.2.

O subgrupo B2.2 apresenta uma variabilidade genética de 24% (= 76% similaridade) e é formado
por dezoito individuos de diferentes localidades do Rio Grande do Sul (Al1-2, Al11-3, All-4, Al1-5,
All-6, A11-7, A11-9, A11-10, Al12-1, Al12-2, A12-3, Al2-4, A12-5, A12-6, A12-8, Al12-9, Al13-1, Al3-
2), quatorze de diferentes localidades de Santa Catarina (A8-1, A8-3, A8-4, A8-8, A9-1, A9-2, A9-4, A9-
5, A9-9, A10-3, A10-4, A10-10, Al4-1 e Al4-6) e cinco individuos de duas localidades do Parana (A15-
4, A15-7, A15-9 A16-5 e Al7-7).

Observa-se também uma diversidade genética baixa, aproximadamente 5%, entre os individuos
coletados entre as diferentes arvores do Rio Grande do Sul e Parana.

Observa-se ainda, nesse subgrupo, que os individuos A11-3 e All-4 do Rio Grande do Sul sdo
idénticos.
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Tabela 2. Agrupamento dos individuos de Tectococcus ovatus obtidos pela analise de agrupamento

UPGMA.

Table 2. Grouping of Tectococcus ovatus individuals obtained by UPGMA cluster analysis.

Cédigo amostra

Procedéncia

Espécie

Grupo A

A20-7 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
A20-22 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
A20-23 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
A20-31 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
A20-33 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
A20-39 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
A20-72 Farol de Sdo Tomé — RJ Psidium cattleianum
Grupo B - Subgrupo B1
Al10-5 Sombrio - SC Psidium cattleianum
Subgrupo B2 - Subgrupo B2.1

A8-2 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A9-8 Sombrio - SC Psidium cattleianum
Al10-6 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A10-7 Sombrio - SC Psidium cattleianum
Al13-3 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al4-2 Estaleiro — SC Psidium cattleianum
Al4-7 Estaleiro — SC Psidium cattleianum
Al4-8 Estaleiro — SC Psidium cattleianum
Al4-9 Estaleiro — SC Psidium cattleianum
Al15-3 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale

Al5-5 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale

Al15-6 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale

Subgrupo B2.2
A8-1 Sombrio — SC Psidium cattleianum
A8-3 Sombrio — SC Psidium cattleianum
A8-4 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A8-8 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A9-1 Sombrio — SC Psidium cattleianum
A9-2 Sombrio — SC Psidium cattleianum
A9-4 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A9-5 Sombrio — SC Psidium cattleianum
A9-9 Sombrio — SC Psidium cattleianum
Al10-3 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A10-4 Sombrio - SC Psidium cattleianum
A10-10 Sombrio - SC Psidium cattleianum
All-2 Tramandai — RS Psidium cattleianum
All1-3 Tramandai — RS Psidium cattleianum
All-4 Tramandai — RS Psidium cattleianum
All-5 Tramandai — RS Psidium cattleianum
All1-6 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al1-7 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al1-9 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al11-10 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al2-1 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al2-2 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al2-3 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al2-4 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al2-5 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al2-6 Tramandai — RS Psidium cattleianum
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Al2-8 Tramandai — RS Psidium cattleianum

Al2-9 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al3-1 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al3-2 Tramandai — RS Psidium cattleianum
Al4-1 Estaleiro — SC Psidium cattleianum
Al4-6 Estaleiro — SC Psidium cattleianum
Al5-4 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale
Al5-7 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale
Al15-9 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale
Al16-5 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale
Al7-7 Mananciais da Serra — PR Psidium ovale

Devido ao baixo nivel de intensidade das bandas e & auséncia de produtos de amplificagdo, muitos
marcadores e individuos foram excluidos e ndo puderam ser comparados entre as amostras presentes nos
diferentes géis, sendo assim desconsiderados para a construgdo da matriz de similaridade. Dos 93 individuos
testados para cada iniciador nas trés repeticOes realizadas, apenas 57 foram utilizados para comparacéao entre
amostras através da analise de agrupamento, por apresentarem resultados confiaveis.

Pela anélise dos resultados obtidos na matriz de dados binarios, observou-se uma varia¢do na
frequéncia dos marcadores formada com os quatro iniciadores. E possivel encontrar marcadores presentes
em todos os individuos, como também marcadores que amplificaram em menos de 10 individuos em um
total de 57. Mas para a grande maioria dos marcadores formados é possivel afirmar que eles contribuiram
para revelar polimorfismo em pelo menos metade dos individuos analisados.

Pelos resultados apresentados, é possivel observar que, entre os iniciadores utilizados, o 23L
apresenta 0 maior indice de marcadores polimérficos, 56%. Os outros iniciadores apresentam um
polimorfismo variando de 45% (OPB-6) a 50% (OPB-15 e OPM).
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Figura 1. Padrdo dos fragmentos amplificados por meio de PCR-RAPD em individuos de Tectococcus
ovatus obtido com o iniciador OPB-15. (M) marcador de peso molecular 1 Kb Ladder
(Invitrogen). Individuos A-8 a A-13 (RS); A-14 (SC); A-15a A-17 (PR) e A-18 a A-20 (RJ).

Figure 1. Pattern of fragments amplified by PCR-RAPD in individuals of Tectococcus ovatus obtained
with primer OPB-15. (M) 1 Kb Ladder (Invitrogen) molecular weight marker. Individuals A-8
to A-13 (RS); A-14 (SC); A-15 to A-17 (PR) and A-18 to A-20 (RJ).
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Figura 2. Padrdo dos fragmentos amplificados por meio de PCR-RAPD em individuos de Tectococcus
ovatus obtido com o iniciador 23L. (M) marcador de peso molecular 1 Kb Ladder (Invitrogen).
Individuos A-8 a A-13 (RS); A-14 (SC); A-15a A-17 (PR) e A-18 a A-20 (RJ).

Figure 2. Pattern of fragments amplified by PCR-RAPD in individuals of Tectococcus ovatus obtained
with primer 23L. (M) 1 Kb Ladder (Invitrogen) molecular weight marker. Individuals A-8 to
A-13 (RS); A-14 (SC); A-15 to A-17 (PR) and A-18 to A-20 (RJ).
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Figura 3. Padrdo dos fragmentos amplificados por meio de PCR-RAPD em individuos de Tectococcus
ovatus obtido com o iniciador OPB-6. (M) marcador de peso molecular 1 Kb Ladder
(Invitrogen). Individuos A-8 a A-13 (RS); A-14 (SC); A-15a A-17 (PR) e A-18 a A-20 (RJ).

Figure 3. Pattern of fragments amplified by PCR-RAPD in individuals of Tectococcus ovatus obtained
with primer OPB-6. (M) 1 Kb Ladder (Invitrogen) molecular weight marker. Individuals A-8
to A-13 (RS); A-14 (SC); A-15 to A-17 (PR) and A-18 a A-20 (RJ).
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Figura 4. Padrdo dos fragmentos amplificados por meio de PCR-RAPD em individuos de Tectococcus
ovatus obtido com o iniciador OPM. (M) marcador de peso molecular 1 Kb Ladder
(Invitrogen). Individuos A-8 a A-13 (RS); A-14 (SC); A-15a A-17 (PR) e A-18 a A-20 (RJ).

Figure 4. Pattern of fragments amplified by PCR-RAPD in individuals of Tectococcus ovatus obtained
with primer OPM. (M) 1 Kb Ladder (Invitrogen) molecular weight marker. Individuals A A-8
to A-13 (RS); A-14 (SC); A-15 to A-17 (PR) and A-18 to A-20 (RJ).

E possivel verificar marcadores fixados em amostras de uma mesma localidade. Os marcadores de
peso molecular 1070 pb, 1214 pb e 1286 do iniciador 23L amplificaram somente os individuos provenientes
do Rio de Janeiro. Essas informacBes também podem ser observadas na anélise através do método UPGMA,
que revelou um agrupamento especifico para esses individuos. E possivel observar uma diferenciagdo
genética de 24% (= 76% similaridade) em relacdo as demais populagdes. E possivel ainda observar no
dendrograma uma pequena variagao genética entre os individuos pertencentes a uma mesma populagéo.

Uma observagdo deve ser feita aos individuos coletados no Parana, pois eles foram extraidos de
galhas encontradas na espécie Psidium ovale. A utilizacdo desse material nas andlises teve como objetivo
verificar a existéncia de um padrdo genético diferente do encontrado nas fémeas extraidas de Psidium
cattleianum. Esses individuos geraram marcadores em grande parte semelhantes aos encontrados nos outros
individuos analisados, e, de acordo com os resultados obtidos até 0 momento, os insetos encontrados em P.
ovale apresentam o mesmo padrdo genético dos insetos encontrados em P. cattleianum, ou seja, as duas
espécies sdo atacadas por Tectococcus ovatus. Seria prematuro afirmar a existéncia ou ndo de um padrdo
diferenciado nesses individuos, devido ao nimero reduzido de iniciadores utilizados nas analises, bem como
devido ao nimero de procedéncias amostradas, ja que individuos de P. ovale atacados por T. ovatus foram
encontrados apenas na localidade dos Mananciais da Serra no Parana. Para tanto, fazem-se necessarias novas
analises de PCR-RAPD com um nimero maior de iniciadores e mais procedéncias de P. ovale.

Apesar dos quatro iniciadores de sequéncia curta estudados terem gerado marcadores com 96%
de polimorfismo, ndo podemos afirmar que existe um alto nivel de variabilidade genética entre as
populagcBes de T. ovatus estudadas. Essa afirmagdo fica mais clara ao observarmos os indices de
variabilidade e similaridade no dendrograma apresentado na figura 5.

Uma hipdtese a ser levantada para explicar o polimorfismo varidvel gerado entre os individuos
pode estar relacionada a alta especificidade do agente de controle biolégico T. ovatus ao género Psidium.

A investigacdo do grau de especificidade ao hospedeiro é a operacdo mais importante em
projetos de controle bioldgico de plantas invasoras. Os resultados demonstraram que o agente se mostrou
especifico a P. cattleianum, uma vez que ndo houve ataque a nenhuma outra espécie vegetal pelo inseto
(VITORINO et al., 2007).
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Figura5. Dendrograma de variabilidade genética construido a partir das bandas mais frequentes nas
amostras de Tectococcus ovatus Hempel, 1900 (Heteroptera: Eriococcidae) obtidas por meio da
técnica PCR-RAPD, 2008.

Figure 5. Dendrogram constructed from genetic variability of the most frequently bands in samples of
Tectococcus ovatus Hempel, 1900 (Heteroptera: Eriococcidae) obtained by PCR-RAPD.

Para Calado (2005), o polimorfismo observado entre individuos pode estar associado ao tipo de
reprodugdo exibido pelas espécies, tendo em vista que a reprodugdo sexuada constitui-se num dos
principais mecanismos para produzir individuos geneticamente diferentes.

De acordo com os dados levantados por Vitorino (1995), em insetos coletados no Parand, a
reproducdo de T. ovatus pode ocorrer de duas formas, sexuada e assexuada (partenogenética), conforme a
época do ano. A reproducdo sexuada ocorreria de novembro a fevereiro, e a reproducdo assexuada
ocorreria de margo a outubro.

E possivel observar que, com excecdo dos individuos coletados no Rio de Janeiro, todos os
outros individuos foram coletados em épocas do ano onde a reproducéo é considerada sexuada (Tabela 3).

Tabela 3. NUmero de individuos utilizados nas analises por area e data de coleta.
Table 3. Number of individuals used in the analysis by area and collection dates.

Estado Municipio Esp. Cadigo Data coleta N. individuos
RS Tramandai P.c. A-11 07/04/2006 8
RS Tramandai P.c. A-12 07/04/2006 8
RS Tramandai P.c. A-13 08/04/2006 3
SC Sombrio P.c. A-8 04/04/2006 5
SC Sombrio P.c. A-9 04/04/2006 6
SC Sombrio P.c. A-10 05/04/2006 6
SC Baln. Camboril — Estaleiro P.c. A-14 20/01/2007 6
PR Piraquara — Mananciais da Serra P.o. A-15 04/12/2006 6
PR Piraquara — Mananciais da Serra P.o. A-16 04/12/2006 1
PR Piraquara — Mananciais da Serra P.o. A-17 04/12/2006 1
RJ Campos dos Goytacazes - P.c. A-20 15/07/2008 7

Farol de Sdo Tomé
Total de individuos analisados

o1
]
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No caso especifico da populagdo coletada no Rio de Janeiro, essa informagdo deixa algumas
dividas, pois as coletas foram realizadas no més de julho, levando-nos a considerar que todos 0s
individuos dessa populacdo seriam idénticos, devido a reproducdo assexuada.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel verificar a existéncia de polimorfismo
entre os individuos dessa populacdo. Essa informacdo nos conduz ao levantamento de hipdteses, como a
ocorréncia de uma reproducado sexuada fora de época ou que as populagdes amostradas ndo eram oriundas
de reproducdo assexuada, conduzindo, assim, a realizacdo de estudos mais especificos quanto a época de
aparecimento dos machos nessa area especifica de coleta.

Por ndo existirem trabalhos relativos ao tema referentes a elucidagdo da variabilidade genética
entre e dentro das populacdes de T. ovatus nas areas estudadas, nao foi possivel fazer comparag6es com
resultados anteriormente obtidos.

CONCLUSOES

e Os iniciadores OPM, OPB-6, OPB-15 e 23L mostraram-se eficientes em determinar a variabilidade
genética entre e dentro das diferentes populagdes de Tectococcus ovatus analisadas, revelando um
nivel varidvel de polimorfismo.

e Verificou-se a presenca de marcadores fixados em amostras de uma mesma localidade. Os
marcadores de peso molecular 1070 pb, 1214 pb e 1286 do iniciador 23L amplificaram somente 0s
individuos provenientes do Rio de Janeiro.

e No dendrograma apresentado, foi possivel observar a formacdo de dois grupos, A e B, e suas
subdivisBes, apresentando uma variabilidade genética de 44%. No grupo A ficaram agrupados
somente os individuos do Rio de Janeiro, demonstrando a existéncia de um padrdo genético
diferenciado dos demais individuos pertencentes as outras populagcBes. De acordo com as
informagdes apresentadas, essa diferenciacdo genética ndo se mostrou suficiente para que se possa
afirmar que esses individuos sdo distintos dos demais.

¢ Nao foi encontrado um padréo genético diferenciado nas populagdes de Tectococcus ovatus coletadas
em Psidium ovale. Esses individuos geraram marcadores em grande parte semelhantes aos
encontrados nos individuos extraidos de Psidium cattleianum, levando-nos a concluir que se trata de
uma mesma espécie galhadora, tanto para Psidium ovale como para Psidium cattleianum.

e A identificagdo e confirmacdo da existéncia de variabilidade genética nas diferentes populagdes de
Tectococcus ovatus analisadas por meio de caracteristicas moleculares auxiliou na compreensdo da
relagdo do inseto com a espécie Psidium cattleianum, gerando informagdes importantes para o
programa de controle biolégico.

e Pelos resultados obtidos nos ensaios de PCR-RAPD, foi possivel concluir que, apesar do
polimorfismo encontrado entre e dentro das diferentes populagdes de T. ovatus analisadas, a principio
ndo existe um padrdo genético diferenciado que faca com que seja necessario associar o local de
origem do inseto com o local de origem da planta.

e O baixo nivel de polimorfismo apresentado na maioria dos individuos analisados demonstra que,
independentemente da procedéncia de T. ovatus, ele poderd ser usado para o controle de qualquer
procedéncia de P. cattleianum no Havai.
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